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癌化に 伴 う ヒ ト肝細胞痛くhepatoc ellular c a rcino ma， H C CI の y ． グル タ ミ ル トラ ン ス ペ プダ ー ゼ
くy － glut am yltra n speptida s e， y － G T PJの 変化 を明ら か に す る目的で ， 6例の H C Cよ り y ．G T P を精製
し ， 同様 な 方法 で精製 した正 常肝 ， 肝硬変肝 ， 正 常膵お よ び正 常腎の y －G T Pと 比 較 しな が ら ， H C C
y－G T Pの 各種性状 を検討し た ． ドデ シ ル 硫 酸ナ ト リ ュ ウ ム くscxiiu m dcde cylsuげate，S DSl 電気泳動で
H C Cy － G T Pの 分子量 は26，000 と63，000 の サ ブユ ニ ッ トに 分か れ ， 他の 組織 の y ．G T P と の間 に は差異
はみ られ なか っ た － しか し ， 密度勾配電気泳動 で は HC Cy ． G T P はい ずれ も 正 常肝 や肝硬変 な どの 良性
肝 y － G T Pに 比 べ ， 明 ら か に 遅 い 泳 動度 を 示 し た ． ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理 後 の 泳動度 で は H C C
y －GT Pに は殆 ど変化 はみ ら れ な か っ た が
， 良性肝 y －G T Pの 泳動度 は著 しく遅 くな り ， 両者の泳動度
の差 は ， 非常に 小さ く な っ た ． H C Cy －G T Pの 等電点は個々 に は 多少異な るも の の
， 良性肝－ G T Pに 比
べ 明 らか に 高値 で あ っ た が
，
ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処 理後 に は後者の 等電点が高く な り ， 両者の 差は殆 ど み
ら れ なく な っ た ． 各種 レ ク チ ン の 親和性 ク ロ マ トグ ラ フ ィ ー を 用 い た 検討 で は ． レ ン ズ 豆 レ ク チ ン
くLe n s c ulinaris ag glutin in， LC Al で は 一 定 の 傾 向 は み ら れ な か っ た が ， コ ン カ ナ バ リ ン A
くc on c anVal in A， Co nAlで は HC C 6例中4例の y －G T Pは良性肝 に 比 べ ， 低 い 結合率 を示 し た ． 赤血
球凝集性イ ン ゲ ン豆 レ ク チ ン tP haseolu s v ulgaris e rythr oag glutin in， E－P H AIに 対 して は展性 y－GTP は
殆 ど親和性 を示 さ な か っ た が
，
肛 Cy － G T P は総 て の 例で 明ら か に 親和性 を示 し た ． 以上 の 結果よ り ，
H C Cy － G T Pの 癌性変化は主に シ ァ ル 酸の 減少と ， い わ ゆ る バ イ セ ク テ ィ ン グ N－ ア セ テル グ ル コ サ ミ ン
残基くbis e cting GIcN AcIま た は C．2， －6外側糖鎖 を有す る オ リ ゴ 糖の 増加 な どの 糖鎖構造に お い て 発現
して い る も の と推定さ れ る ．
Key w o rds hepatoc elular c arcino m a， g am m a－glut amyltran speptidase，
C a沌 ohydrate m oieties， Sialic acid， 1ectinaffi 血y
y － グル タ ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ くy －gluta myl
－
tr an Speptidase， y －G T Pナ は哺乳動物 の 諸臓器 に 広 く
分布し ， グル タ ミ ル ペ プ チ ドか ら y グ ル タ ミ ル 基を他
のアミ ノ 酸や ペ プ タイ ド に 転換さ せ る膜結合酵素で あ
るp． 本酵素は 実験肝癌 の 発 癌過程 に お い て ， そ の 前
橋病変と さ れ る過形成結節 に お い て も既 に 活性 が上 昇
し ， 癌化が 進む に 従い 活性が 著明 に なる こ と よ り
， 実
験肝癌の 推移 を知 る有力 な指標 と し て 用 い ら れ て き
た2ト 5－■ 加 えて ． y－G T P活性 はラ ッ トの 胎児肝 で は著
しく 高く ， 生後急速 に 下降 し成熟肝で は そ の 活性 は低
い が
，
癌化と と も に その 活性が 再び 上 昇 す る こ と よ
り ， 本酵素は
， 癌胎 児性抗原と し ての 性状 を有 し て い
A bre viationsニA F P， alpha．fetoproteinニCo nA， C O n C a n a V alin AニE－P H A， P has e olu s v ulgaris
吋二hroag glutin inニF P L C， fast protein 1iquidchro m atography ニ y－ G T P， g am m a－glut amyltr an S－
peptidaseニ GIcN Ac， N－ a C etylglu c os a mineニ H CC， hepatoc e11ular c a r cinom aニ L C A， Le ns
Culinaris ag glutin inP B C， phosphate buffered sal ineニS D S， S Odiu m dcdecyls ulfate
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る と も言わ れ て き た ． 一 方 ， 臨床的 に は ほ と ん どの 肝
細胞痛くhepatcxI ellula r c a rcino m a， H C CI 患者で は血清
y －G T P活性は高く なる が ． ア ル コ
ー ル 性肝炎や 胆道
閉塞性疾患な どの 良性肝疾患に お い て も活性 が増加す
るの で ， 単に 活性 を測定す る だ けで は H C Cの 特 異な
診断 は で き な い ． Sa w abu ら は
8卜10， 上 述 し た よ う な
ツ ー GT Pの 癌胎児性抗原と し て そ の 性状 に 注目 し た 臨
床的研究よ り H C C患者血清中 に 特異的 に 出現 す る
y ．G T P分画を見出 し ， Nov el y －G T P と呼称 し て い
る ． こ の Nov el y － G T P は H C C患者血清 の55％に 見
られ る が
，
他 の 良性肝疾患患者血清で は わ ず か 3 ％に
し か 見tlだ せ ず ， H C Cの 有力 な腫瘍 マ
ー カ ー と し て
期待さ れ て い る ． ヒ トの H C C と 正常腎 y －G T P は酵
素的な諸性質は同 一 で ， 通常の ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗体で
は 両者 を区別 し得な い こ とよ り ペ プ タイ ド部分で はな
く ． そ の糖鎖構造に お い て差異 が あ る もの と 推察さ れ
て い る
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． しか し ． ヒ ト H C Cで の y －G TP の 癌性変化
に つ い て は不明の ま ま で あ る ． 本研 究で は こ の よう な
点 を解明し ょ う と して ヒ ト H C C組織よ り y －G T P を
精製 し ， 正 常肝 ， 肝硬変肝 ， H C C非癌部 ， さ ら に は正
常膵 ， 正 常腎の 各組織の y－G T Pと も比 較 し なが ら そ
の癌性変化 に つ い て検討 した ．
対象 お よ び方法
1
． 対 象
手術 な い し剖検に て 得ら れ た 王妃C 6例 ， 正常肝 2
一札 肝硬変肝1例 ， 正 常膵2例 ， お よ び 正常腎2例 の
各組織 を実験材料 と して 用 い た ． い ずれ も手術ま た は
剖検 に て 2時間以内に 得 られ た もの を使用 し ， 実験ま
で w 70
O
Cに て凍結保存 し た ． H C Cの 6例中 1例 く症例
い で は その 非癌部か ら も y － GT P を精製 し 比 較検討
した ． 尚 ， 非癌部分は組織学的に 肝硬変 で あ っ た ．
I工． y － G T P 活性の 測 定
y －G T Pの 測定は L． y ． グ ル タ ミ ル ー D－ ニ ト ロ ア ニ リ
ドくL－ y －glut amyl－P－dnitro anihdel を基質と し ， グル シ
ル グ リ シ ン くglycylglycinel を 受容体と す る 方法 を 用
い 13一
， 1分間 に 1FL M の P－ ニ ト ロ ア ニ リ ン くp－nitro a－
n址1el を生 じる 酵素量 を 1 単位 と し た ． 蛋 白濃度 は
Lo w叩 ら
川 の 方法で行 っ た ．
m ． y － G T Pの 精製
y －G T Pの 精製 は 表 1 に示 す ご と く Orlowskiと
M eister
15，
の 方法に 準 じ て行 っ た ． 組織 を 3倍量の0．08
M MgC12溶 液 に て 3 分間均
一 化 し ， 1 N NaO H で
pH lOに 調節 乱 3 7
0
C ， 2 時 間消化 し た ． そ の 後
25，000X g 40分間 の 冷凍遠心 に て 得 ら れ た 沈達 を ．
1 ．5％デ オ キ シ コ ー ル 酸ナ トリ ュ ウ ム と 5％ ト ライ ト
崎
ンX lOOを含 む0．1M トリス 塩 酸緩衝液くpH 8．01 中で
4
0
C ， 48時間攫押 して可溶化 し た ． つ い で ， 25．000x
g 40分間の 冷凍遠心に て 得ら れ た上 清を蒸留水に て48
時間脱塩 し ， 0
9
Cに 冷却後等量 の － 1 5
8
C の冷アセ トン
を滴下 ， 授拝 に よ り脱脂 した ． そ れ を25，000Xg 30分
間の 冷凍遠心 に よ り分離 し ， その 沈澄 を0．1 M トリ ス
塩酸緩衝液くpB 8．OI 中に 懸濁 し ，
一 晩脱塩 した － それ
に 試料 の 蛋 白量 10m g 当た り 1m g の プ ロ メ リ ン と2
－ メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル く5ノ川 を加 え ， 37
0
C で1時間
消化 した ． こ の よ う に し て得 られ た溶液 を0．01M トリ
ス 塩 酸緩衝 液 くpH 8． 01 に て 予 め 平衡 化 さ せ た
D E A E． セ フ ァ ロ ー ス フ ァ ー ス ト フ ロ
ー くPharm acia，
Up psala， Sw ede nl の カ ラ ム く25x lOOm ml に て
NaCl濃度 を0．O M か ら0．5M ま で 連続的 に 変化さ せる
イ オ ン交換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を行 っ た ． y －G T Pの
酵 素活性 を も つ 蛋白質の大部分 は0． 3 M NaCl濃度の
分画に 溶出さ れ た ． そ れ を予 め1．OM 硫酸 ア ン モ ニ ュ
ウ ム を含 む0 ．1 M pho sphate buffered salin eくP BSナ
くpH 6．引 で 平衡化 した フ ユ ニ
ー ル セ フ ァ ロ ー ス C し4B
tp ha 皿 aCial の カ ラ ム く2 x lOOm mン を用 い ， 0 か ら
50％ に 連続的 に 変化 させ ， エ チ レ ン グリ コ ー ル 溶液に
て溶出す る ハ イ ド ロ フ ォ ー ビ ッ ク ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー
を行 っ た ． 酵素活性 を 示 す分画 は約10％の エ チ レ ン グ
リ コ ー ル 溶 液の 濃度に て溶出さ れ た ． 得 られ た活性分
画 を集め ， 0．01 M トリス塩 酸緩衝液 くpH 8－01で 調整
後 ． 同 じ緩衝液 で 平衡化 し た M o n oQ H R5J5くPhar－
m a ciaI カ ラ ム に よ る 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー
tfa st protein 1iquidchr o m atogr aphy， F PLC syste m，
P ha r m a cial を用い て NaCl濃度 を0．O M からO15 M ま
で連続的に 変化さ せ て溶出し た ． 酵素活性 を有する分
画は0．3M NaClの 濃度分 画 に 溶出さ れ ， この よう にし
て 精製 した も の を各種濃度分析 に 用 い た ．
N ． ゲ ル 電気泳動法
ド デ シ ル 硫 酸 ナ ト リ ュ ウ ム くSodiu m dodecyl
sulfate， SDSl 電気泳動は くW ebe rと Osbo rn
16，の 方法
に 従 い0 ．1％ S D Sく和光純薬 ， 大 師 を含有し た7■5 ％
ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ブ ラ デ ィ エ ン ト ゲ ル を用 い て行っ
た ． 密度勾配電気泳動 は フ ァ ル マ シ ア製電気泳動装置
tp ha st syste m， P ha m aciaナ を使用 し 8 へ 25％の 密度
勾配ゲ ル を 用 い て 6m A． 70分の 泳動 を 行 っ た 一 泳動
軋 Sa w abu ら 別 の 方 法 に よ り y －G T P を染色し ， ま
た
，
コ マ シ ー プ リ リ ア ン ト ． ブ ル
ー くSigm a， StJ
Louis， U． S． A ．1 に て 蛋白染色 を行 っ た ．
V
．
エ レ ク ト ロ フ ォ ー カ シ ン グ ク ロ マ トグ ラフ ィ
ー
ェ レ ク ト ロ フ ォ ー カ シ ン グ ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー には
F P L Csyste mくPha m acial の も と で 予め0．02 M トリ
ヒ ト肝細胞痛 y ．G T Pの 性状
ス塩酸緩衝液くpH 7．51 に て平衡化 した Mon oQ H R5ノ
20 カ ラム くPha 皿 a CiaJ を用 い て 行 っ た ■ 溶 出液 に は
7．5％ポリ バ ッ フ ァ ー P B74くPha 皿 a Cial と2．5％ フ ァ
ル マ ライ ト2．5
へ 5 くP ha rm a CiaI を 3対 1 で 混 合 し ，
10倍希釈し た もの を 1 N塩酸で pH 2．5に 調整後使用 し
た． 溶出液 は pB 7．5 か ら2．5 ま で ほ ぼ直線的な pH 勾
配が得ら れ ， pH が2．5に 達し た後 ， 2 －O M NaCl を含 む
0．02M ト リス 塩 酸緩衝液くpB7． 5I を 加 え ， 等 電 点
2．5以下 の も の を溶出させ た ．
W ． 各種 レ ク チ ン 親 和 性ク ロ マ トグ ラフ ィ ー
レ ク チ ン と し て コ ン カ ナ バ リ ン A くCon c an a Vl in
A， Con AI， レ ン ズ 豆 レ ク チ ン くLen s c ulinaris
agglutin in， L C Al お よ び赤血 球凝集性イ ン ゲ ン ン 豆 レ
ク チ ン tP ha s e olu s v ulgaris e rythro ag glutin in，
E－P R Al を用 い て検討 し た ． Con A セ フ ァ ロ ー ス 4 B
くPha r m acialカ ラ ム く8 x 1 50m mlと L C Aセ フ ァ ロ
ー
ス 4BくP ha m a cialの カ ラム く8X 150m mlに は い ずれ
も 1m M MnCl，， 1m M MgC12， 1m M CaC12 お よ び 0 ． 5
M NaClを溶解さ せ た0．0 5 M ト リス 塩 酸緩衝液くpH
7．引 で 平衡化後 ， 試料 を添加 し ， カ ラム を素通 りす る
非結合分画と ， 0．2 M メ チル ー ぼ ．D マ ン ノ ピ ラ ノ シ ツ
ドくSigm aIを含む緩衝液で溶出 され る結合分画 に 分離
し， y －GT Pの レ ク チ ン に 対す る結合率を求 め た ． ま
た ． E－P H Aア ガ ロ ー ス くE Y Laboratorie s， Sa n
Mate o， U． S． A ．1 の カ ラ ム く8 x 150m ml に は0．1 5
M NaCl を含 む6． 7m M リン 酸 緩衝 液 くP hosphate
buffered sal ine， P BS， pH 7．4Iに て 平衡化し ， 溶出液 に
は1．O M NaCl を含む6．7m M K H2P O．を用 い て 親和性ク
ロ マ トグ ラ フ ィ ー を行 い ， そ の 溶 出像 を比較検討 し
た ， なお ， い ず れ の 場 合 も そ の カ ラ ム タ ロ マ ト グ ラ
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フ ィ ー は 4
0
C に て 行い ． その 流出速度 は 12mlノ時 で
1．Oml ず つ 分 画採取し た ．
刊l． ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理
ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処 理 は 試料 を0． 2 M P B SくpH
3．51 で pH 5．0に 調節後 ， y －G T P溶性 70m U に 対
し
，
0．1 M 酢酸緩衝液くpH 5．0ンに 溶解 した シ ア リ ダ ー
ゼ くArthrobacter u r e af cie n s n e u ra min ida se， 半井化
学 ， 京都Iを 50m U加 え て ， 37
0
C， 16時間反応さ せ た ．
用
． 免疫学的検討
分離精製 した ヒ ト腎 y － G T Pあ る い は ヒ ト 肛 Cy －
G T P を抗 ヒ ト全血清を結合さ せ た C N Br－ セ フ ァ ロ ー
ス 4 BくP ha m a ciaン に よ るネ ガ テ ィ プ ア フ ィ ニ チ イ ク
ロ マ ト グ ラ フ ィ ー を 行い ， 爽雑蛋白 を除去 した ． こ れ
をフ ロ イ ン ト完全ア ジ エ バ ン トくヤ ト ロ ン ， 東京1と 混
和 し ， エ マ ル ジ ョ ン と し て ニ ュ ー ジ ー ラ ン ドホ ワ イ ト
ラ ビ ッ ト に 免疫 し ， 型の ご とく 抗血清を得た11－． こ の
抗血清 を D E A E－ セ フ ァ ロ ー ス フ ァ ー ス ト フ ロ ー カ ラ
ム ク ロ マ ト グラ フ ィ ー に よ り工gG 分画を分離 し ， 得 ら
れ た抗 ヒ ト 腎 y － G T P抗体あ る い は 抗 ヒ ト H C Cy ．
G T P抗体 を用 い て 免疫拡散法くOu chte rlo ny 法l を
行 っ た ． さ ら に ， 既述の 方法
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に よ り y －G T P活性染色
を して ， 沈降線 を確認 した ．
成 績
工 ． y ． G T Pの 精製
H C Cy －G T P の精製 は表 1に 示 す ご とく ， 最終段階
で の 比活性 は 11，400m Uノm g 蛋白で ， デ オ キ シ コ ー ル
酸塩と トライ ト ン X lOOで可溶化 し た 段階 に 比較 し
て ， 最終 精製倍率 は2，562倍 ， 収率 は約24％で あ っ た ．
また ， 正 常肝 ． 肝硬変肝 ， 正 常腎及 び 正 常膵 か ら精製
Table l． Purific ation Pr ofile of y －GT P from Hepato c ellular Ca r cin o m a
step 憲 憲 憲y く諒竃， Pu蕎卦n 閲d
Sodiu m de o xycholate a nd
Trito n X－100e xtr a ctio n
Ac eto n epr e cipitatio n
Br o m elain tr e atm ent
C hro m atogr aphさ
， O n
D E A E－Sepha r o s efa stflo w
C hr o matogr aphy o n
P he nyトSepha r os eC L4B
C hr o m atogr aphy o n
Mo n oQ fi R 5ノ
1，500 94 ．710．0 421X lO 4．45 1 100
1
，
450 18，922．5 302X lO 16．0
1 ，450 1，018．5 298X lO 27．0
600 602．8 170XlO 282







9 9．0 1 02XlO ll
，
400 2，562 2 4
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し た y －G T Pの 比 活性 はそ れ ぞれ2，600． 2，587， 4 ．884
お よ び 804m Uノm g 蛋白で あ っ た ．
工工 ． 電気泳動
y
－ G T Pの 電気泳動 は S D Sを 含む7．5％ポ リ ア ク リ
ル ア ミ ド ゲ ル と S D Sを含 ま な い 8 旬 25％の 密度勾配
ゲル と で検討 した ． S D S電気泳動で は H C Cy －G T P
は 分子 量26，000 と63，000の 2 つ の 異な っ た サ ブ ユ ニ ッ
ト に 分か れ た ． ま た
． 他 の 正 常 組織 か ら 精製 し た
y －GT Pは い ずれ も 同様 な 位置 に 泳動 さ れ ， H C C
y －G T Pと の 間 に は 差異 は見 られ な か っ た ． 一 方 ，








H C C 5
HC C6
non HC C
y －G T Pも や や 幅広い が ， 単 一 の 悟性帯 と し て泳動さ
れ た く図 11． 正 常肝 y －G T P は非癌郡肝や肝硬変肝の
それ と ほ ぼ同 じ位置 で
， 最 も陽極 よ り に 泳動さ れた ．
し か し
，
H C C のy － G T P は 6例 と も症例 に よ り 多少異
な る も の の す べ て正 常肝 や肝硬変肝 の それ よ り も明ら
か に 泳動度が遅延し て い た ． ま た ． 正 常膵 y －G T Pは
正 常肝 や肝硬変肝 y－ GT Pと 同 じ泳動度 を示 し たが ，
正 常 腎 y ．G T P は H C Cy －G T P と同様 に ． 正 常肝
y－ G T P や肝硬変肝 あ る い は正 常膵よ りも 明 ら かに 泳
動度 が遅延 して い た ． 試 料を ノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理後
に 泳動す る と ， 図2 に 示 す ごと く H C Cy －G T Pの 泳
く＋I
Fig． 1． Ele ctrophoretic pat te rn S Of y － G T Psfro m v ariou s tiss u e sin 8
．25％
polyac rylamide gr adie nt gelslabs． N． P．， n Or malpan c re a sy －G T P三 N． K． ， n O r m al
kidn ey y
－G T Pi N ． L．， n O mal 1iv e r y
－G T Pi 肛 C， hepato c ellular c a rcino m a
y ．G T Pi n O n封C C， n O n－ C an C e rO u Stissu ey ．G T Pof hepatoc enula r c ar Cino m a，
ヒ ト肝細胞癌 y －G T Pの 性状
動度は ほと ん ど変化 し な か っ た の に 対 し， 正 常肝 や肝
硬変肝 の y －G T P の泳動度 は著 し く 遅 く な り ， H C C
y
－G T P との 差は 非常 に 小さ く な っ た ．
1 L 等電点の 検討
ノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処 理 前後 の正 常肝 y ．G T Pく症例
1Jと HC C y － G T Pく症例 り の エ レ ク トロ フ ォ ー カ
シ ン グク ロ マ ト グラ フ ィ ー の 溶出像 を 図3 に 示 す ． ま
た ， 同様に し て求 めた 各組織の y－ G T P の等電点は表
2に 示す ごと くで あ る ． 正 常肝 y－ G T Pく症例 1 ， 21，




H C Cl befo r eN
HC Cl afte rN
HC C2 befo r eN




















電点 は それ ぞ れ4 ．1， 4．4t 4．3お よ び4．0 で あ り． 比較
的低 い 等電点が み ら れ た ． ま た ， 正常膵 y －G T Pの 等
電点 は い ず れ も4 ． 0 を 示 し た． し か し ， 正 常 腎
y
－ G T Pの み は5． 7へ ノ5 ．8と 高 い 等電点 で あ っ た ． 一
方 ， H C Cy －G T P6例の 等電点は症例 に よ り異 なる も
の の5．4一 － 6． 0を 示 し ， い ずれ も正 常肝や肝硬変肝あ る
い は非癌部肝 の y －G T P より も 明ら か に 高値 を 示 し
た ． しか し， ノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処 理後 に 等電点 をみ る
と 王忙C y －GTP の 等電点 は い ずれ も6．0の 近 傍 に あ
り ， 大き な 変動 は み られ な か っ た の に 対 し ， 正 常肝 ，
く＋I
Fig．2． Ele ctr opho retic patte m s of y －G T Ps fro m n orz mal be r くN． L．J a nd
hepatoc ellular c ar cino m aくH C CJbefo re a nd afte r n e u r aminida se tre atm entくbefore
N and afte rNJin 8－25％ polya crylami de gr adie nt gelslab．
4 0
Fr a ctio n n u mber
Fig．3． Ele ctr ofcxIu Sing c olu m n chr o m atography of y ．G T Ps pudfied fro m n or m al
liv er and hepatoc enula r c a rcino m aくCaン． ■ － 中， before n e u ra min idas etre atm entニ
0． － ．0 ， after n eu ra min ida setr e atm e nt．
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Table 2． Isoelectric Points of y
－G TPs Purifiedfr o m Va rio u sT iss u e s
Tis s。e




くCa n C er O u Stiss u el
c a sel
case 2
c a s e3
C a S e4
C a S e5
c as e6





くn o n－ C a n C er Ou Stiss u el
No r m alpa n cre a s
C aS el
c as e2



























































aPIニis o ele ctric point
Table 3． A ffinty of ァー G T Ps Pu rified fr o m Vario u sT iss u e sto Co n A
－ a nd L CA－
Sepha r o seColu m n
Tis su e Co n A －bo u nd fr a ction L C A
－bo u nd fr a ctio n
E C C
くc an C erO u Stissu el





c a s e6
Norm al liマe r




くn on － C a n C e r O u Stis s u el
Norm al pa n c r e a s
C a S el
ca s e2
Norm al k idney
c as el













































































ヒ ト肝細胞癌 y －G T Pの 性状
肝硬変肝 ， 非癌部肝 あ る い は正 常膵の 等電点 は6．0 近
傍に移動し ， H C Cy －G T P との 等電点の 差が 殆 どみ ら
れなく な っ た ． ま た ， 正 常腎 y－G T Pの 等電点も6．0近
傍に あり ， H C Cy － GT Pと 同様 に ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処
理前後で大き な 変動 は み ら れ なか っ た ．
N ． 各種 レ ク チ ン に 対 す る 親和 性の 検討
各組織 y －G T Pの Co n A カラ ム に 対 す る 結合率 を
みると ， 正 常肝 ， 正 常膵 お よ び正 常腎 y －GT Pの Co n

















A に 対す る親和性 は表3 に 示 す よ う に それ ぞ れ か な
り異な っ て い た ． 正 常肝 ． 肝硬 変肝お よ び H C Cの 非
痛部 ツ ーG T P は90％前後 の 高 い 結合率 を示 し た が ，
H C C 6例中4例 く症例 3 へ 61 は50％以 下の 低い 結合
率 を示 し た ． ま た ． 正常 腎も い ずれ も10％台の 低い 結
合率で あ っ た ．
次に ， LC A カ ラム に 対す る親和性を み ると く表 3I，
正 常肝 ， 非癌部 y －G T P は30〆 －50％の 結合率 を 示 し た
20 40
Cirrhoticliv er
Nor m aJpa n c re a s
H C C くn o n－ Ca n C e r O u弓 tiss u el
20 4 0
Nor m al kidn ey
20 40
Fr action n u mber
Fig． 4． A ffin ity chro m atography of y － G T Ps purified fro m n or mal 1iv e r， Cirrhotic
uv e r， n O n－ C an C er O u Stis su efro m ahepato c euular c arcino m aくH C Cl， n Or m al
pa n cr e a s and o r mal kidn ey o n anE－P 且Aagar os e c olu m n． T he arr o w sH Jsho w
the points whe re elutio n w as sta rted with 6．7 m M K H2P O． c o ntaining l．O M NaCl．
672
の に対 し ， H C CY －GT P は 6例中3例 く症例 3 へ 51
で は10％前後の低い 結合率 で あ っ た が ， 2例く症例 1 ，
21で は50％前後の 結合率 で あ り ， L CA に 対 す る観和
性 に は 一 定 の傾 向 は見 ら れ な か っ た ． ま た ， 正 常膵
y －G T P の結合率は17旬 20％ と正 常肝の それ に 比 し て
や や 低か っ た が正 常腎 y －GT P は L C Aに 対 して 2例
と も全く 親和性 を示 さ な か っ た ．
正 常肝 ， 肝硬 変肝 ， 非 癌部肝 ． 正 常 膵 ， 正 常 腎
Y －GT Pの E－P H A ア ガロ
ー ス カ ラ ム に よる 溶出像を
図4 に示 す ． 正 常肝 ． 肝硬変肝 ． 非 癌部肝の y －G T P
はい ずれ も E－P H Aに 対 し て ほ と ん ど親和性 を示 さ な
か っ た ． こ れ に 対 し， HC Cy －GT P は図5 に 示 す ご と
く 6例 す べ て が E－P BA カラ ム に 結合 し ， 溶 出が著 し
く遅延 し ， 明 ら か に E－P R Aに 対 し高も1親和 性を 示 し

















た ． ま た ， 正 常膵 y－ GT Pも E－P 王i Aに ほと ん ど結合
し な か っ た が正 常腎 y－ G T P は H C Cy － GTP の場合
と同様な パ タ ー ン を呈 し高 い 親和性 を有 し て い た ．
V ． 免疫学的検討
抗体と して 抗 ヒ ト H C Cy －GT P抗体 ある い は抗ヒ
ト正 常腎 y －G T P抗体 を用 い ， H C C， 正 常 肝 ， 正常
腎 ， 正 常膵 な らび に 肝硬変肝 y －G T P を用い て 免疫拡
散法 を行 い ， さ ら に ， y －G T P染色 も行 い ， 沈降線を
観察 し た ． い ずれ の 場合 も図 6 に 示 す ご とく 各抗体の
間に お 互 い に 完全 に 融合 す る 1本の 沈降線 を形成し ，
免疫学的に 区別 し得 な か っ た 一
考 察
種 々 の 実験的肝癌 に お け る 研究 な ど に よ り ，
2 0 4 0 2 0 4 0
Fra ctio n n u mber
Fig． 5． A ffinity chr o m atogr aphy of y
． G T Ps purified fro mhepatoc e11ular c a rcino ma
くH C Clte sted o n anE－P HA agaro se c olu m n． T he arrow s H Hsho w sthe oints
whe re elution w as started with 6．7 m M K H2P O4C Ontaining l．O M NaCl．
ヒ ト肝細胞癌 y －G T Pの 性状
Fig．6． Double in1 m u n Odiffu sion in agar O Se gel
Stain ed with y － G T Pa ctivity． y G T Ps purified
fro mhepato c e11ula r c arcino m aくHC Cl， n Or m al
hv erくNU， nOr mal kidn eyくN Kl， nOrm alpa n c re a s
くN Pl and liver cirrho sis くL CI whe re pla c ed in
the periphe ral w eus． Antibcdy against y －G T P
purified fr o mhepato ce11ular c a rcino m aくA bJ w as
put inthe c e ntralw e11．
y －G T P は癌胎児性蛋白と して の 性状 を有 し ， 肝の 発
癌に 際し て胎児性活性 の 増加す る こ と が 示 唆さ れ て い
る
4 仰
0 また ， 実験肝癌 に お い て増加 す る y ． GT Pと 正
常肝の y －G T Pに は ペ プチ ド部分に は差 異 は な い が ．
粁鎖構造 に 適い の あ る 可能性が以前よ り指摘さ れ て い
た欄19l． こ の よう な点 に注目 した Sa w abu ら8ト 101は ポ リ
アク リル ア ミ ドグ ラ デ ィ エ ン ト ゲル 電気泳動 を用 い た
臨床的研究よ り H C C患者血清中に 特異的 に 発現す る
y －G TPの 分画 を発見 し ， Nov el y ． G T Pと 呼称 し て
いる ． そ し て
，
そ の 特異分画 は ペ プ チ ド部分で は な
く





S ha w ら
201 は ヒ トの 各種 正 常組織 の
y
－G TPに は ペ プ チ ド部分 の 構造 に 殆 ど差異は な い
が， その 糖鎖部分で 大 き く異 な っ て い る 可能性 を推察
して い る ． 一 方 ， Selv a raj ら21Iは と 卜成熟肝 ， 胎児肝
およ び H C Cの y － G T Pに は構造的に 遠 い は な い と 報
告し てい る ． こ の よ う に と 卜の H C Cに お い て み ら れ
る癌性変化の 詳細 に つ い て は依然と して 不明な こ と が
多い ． 著者 は ヒ ト H C Cy－G T Pの 特異的な変化 を明
らか に し よう と して ， H C Cy －G T P を精製 し ， 肝 ，
阻 腎の 正 常組織 や 非癌部肝組織 の y －G T P を比較
し， その癌性変化 に つ い て 検討し た ． ま ず ， SDS 電気
泳動では H C Cy － G T P と各種正常組織 や非癌性肝組
織の y －G T Pに は分子 量 や サ ブ ユ ニ ッ ト組成 に お い て
は差異はみ ら れ な か っ た ． ま た ， 既に 報告さ れ て い る
が抑
， 本研究 に お い て も ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗体 に よ る 検
討で は H C Cy －GT P は 正 常肝 な ど の 他 の 組織 の
y ．G TPと免疫学的 に 区別 しえ な っ た ． これ ら の こ と
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よ り ， H C Cy ．G T Pは， 少な く と も ペ プチ ド構造 に お
い て正 常肝や他の 組織の y－G T P と は差 はな い と 考 え
られ る ． 一 方 ， ポ リ ア ク リル ア ミ ド ブラ デ ィ エ ン ト ゲ
ル 電気泳動に よ る泳動度で は y ． G T Pは症例 に よ り多
少差 は あ る も の の 6例総 て が 正 常肝 や肝硬変肝 の
y． G T Pよ り明 らか に遅延 し てい た ． この よ う な 泳動
度の 差 は上 述 した よ う に ペ プ チ ド 部分 に 差異 は な い こ
と よ り酵素分子 の 荷電に 影 響す る シ ァル 酸な どの 糖鎖
構造 の 差異に よ る 可能性が最も考 え られ る ． 実際 ， ノ
イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ 処理 に よ り H C Cy －G T P と正 常肝や
肝硬変肝 y －G T Pの 泳動度 の差 は著明に 減少 した ． さ
ら に ， H C Cy ．G T P の等電点は症例 に よ り異 な る もの
の い ずれ も 正 常肝や肝硬変肝 の ツー G T Pの 等電点よ り
も明 らか に 高く ， ノイ ラ ミ ニ ダ ー ゼ処理 に よ り こ の よ
う な等電点の 差は ほ と ん ど消失し た ． M ats uda ら22Iは
ラ ッ トの 各種 y －G T Pに は い くつ か の 分画あ り ， そ の
等電点 は シ ァ ル 酸 含有量 と平行 す る こ と を 示 し て い
る ． 以 上 の こ と よ り HC Cy －G T P は正常肝 や非癌性肝
組織 の y －G T Pに 比 して ， シ ァ ル 酸の 含有量が か な り
少 な い も の と 推測 さ れ る ． ま た ， Obta ら乃l は 膵 癌
y－ G T P は正常膵の それ に 比 べ ， H C Cy ，G T Pの 場合
と 同様 に 泳動度が遅 く ， 等電点が 高い こ と よ り シ ァ ル
離合有量の 少な い こ と を指摘 して い る ． こ の よ う に 肝
お よ び膵の 癌化 に お い て発現す る y ．G T Pの 変化 に は
類似 し た もの が ある と思 われ る ．
晴乳動物の y －G T P は高マ ン ノ ー ス 型 と多様な 複合
型糖鎖 か ら成 る アス パ ラ ギ ン 結合糖鎖 を含む糖蛋白 で
あ り
24，
， y t G T P の糖鎖構造に は特異性 あ る い は 臓器
特異 が存在す る と 言われ て い る
25I
． 本研究 で も ヒ ト の
種々 の 正 常組織の y －GT Pを レ ク チ ン親和性 ク ロ マ ト
グ ラ フ ィ ー を用 い て 比較 した と こ ろ ， 正 常肝 ， 正 常膵
お よ び正 常腎に お い て y －G T Pの ConA や L C Aに 対
す る親和性が各組織 で異 な っ て い た ． こ の こ と は ， ヒ
ト y － G T Pの 糖鎖構造に も臓器 特異性の 存在 する こ と
を示 すも の で あ ろ う ． HC Cy － G T Pの Co nA に 対す る
親和性 を み る と 6 例中 4 例 で 正 常 肝 や 肝 硬変肝
y
－ G T Pに 比 し て明 らか に 低 い 結合率 を示 し て い た ．
Co nA は高 マ ン ノ ー ス 型 糖鎖や序－ マ ン ノ ー ス 残基
の C－4 に結 合 す る バ イ セ ク テ ィ ン グ G IcN A C
くbis e cting N－a C etylglu c o s a min e， bise cting GIcN AcJ を
有さ な い 2本鎖の 複合型糖鎖 に 親和性 が ある と 言わ れ
て い る ． 一 方 ． 詳細 は後述す る が ， HC Cy －GTP で は
い ずれ の 症 例 に お い て も バ イ セ ク テ ィ ン グ GIcNAc
に 親和性 を有す る E－P H Aに 対す る 結合率が増加 して
い る こ と を考慮す る と ， H C Cy － G T Pの Co nA に 対す
る親和性 の 低下 は バ イ セ ク テ ィ ン グ GIcN Ac の 増加
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と関連 して い る か も し れ な い ．
LCA は 2本鎖の 糖鎖の還元末端の フ コ
ー ス と 特 異
的 に 反応す る と 言われ て い る
訂－
． H C Cの 代表的 な腫瘍
マ ー カ ー で ある a － フ ェ ト プ ロ テイ ン くa ．Fetopr otei
－
n ， A F PJ で は ， 良性肝疾患 に 由来 した A F P は L C A
に 結合 し な い が ， H C Cに 由来 した A F P は L C Aに 対
して は 高い 親和性 を有す る こ と よ り H C Cに お い て増
加す る も の は フ コ シ ル A FP と い わ れ て い る
訪l
． 著者
の H C Cy
－ G T Pの L C Aに 対す る結合性 を検討 し た成
績 で は 6例中 2例 は増加傾向 に あ り ， 3例 で は 低下
し， 一 定 の傾向 は得ら れ て い な い の で ， H C CY
－G T P
で は フ コ シ ル 化 した 糖鎖が増加 す る か 否か は 明ら か で
は な い ． 一 方 ， 3 本側鎖 お よ び 4 本 側鎖 の 糖鎖 は
L C Aに 親和性を示 さ な い と言わ れ て い る の で ， H C C
Y ．G T P のL C A結合率の低下 は こ の よ う な糖鎖 の 変
化 を反映 し て い る 可能性 も考慮 さ れ よ う
謂I
E．P H Aの 親和性 に 関 し て 正 常肝 や 肝硬変肝 の
y
－G T P は E－PH Aに 対 して 全 く親和性 を示 さ な い の
に 対 し HC Cy －G T P は明 ら か に 高 い 親和性 を示 した ．
E．P H Aの 親和性 に バ イ セ ク テ ィ グ GIcN Ac が重要で
ある と 言わ れ てい る
17，301
．
Yam a shita ら
12，は こ の バ イ セ
ク ティ ン グ GIcN Ac は ラ ッ ト正 常肝 の y ， GT P糖鎖 に
は 全く 見 い だ さ れ な い が ． ラ ッ ト A H牒6 腹水肝癌
y
－G T Pで は全糖鎖の4 0％ に発現 して い る と報告し て
い る ． また ， Nar aS血ha n ら
31憬 ラ ッ ト肝の発癌過程 に
ぉ い て肝小結節中 に バ イ セ ク テ ィ グ GIcN Ac の 形成
の 律速酵素 である N－ ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン トラ ン ス
フ エ ラ ー ゼ王II が強 く誘導 さ れ る と し て い る ．
一 方 I
Ya m a shita ら
29，は 1 例の と 卜 H C Cy － GT Pの糖鎖 の分
析よ り ， 意外な こ と に バ イ セ ク テ ィ ン グ GIcN Ac の増
加は み ら れ ず， 3本側鎖 や 4 本例鎖の複合糖鎖が大量
に 増加 して い る と報告 して い る ． しか し ， こ の 成績 は
ただ 1例の み の検討で あ り ， 一 般 に どの 種の 悪性腫瘍
に お い て も
ー 様 に 形質発現が み ら れ る こ と は な い の
で
，
こ の 成績 は結論的と は 言 えな い 0 著 者の 成績 で は
H C CY
－G T P は 6例 い ずれ に お い て も ， 程度 の 差は あ
るも の の E－P f 仏に 対 して は明 ら か に 親和性が増加し
て お り ， バ イ セ ク テ ィ ン グ GIcN Ac 残基 の 増加 して い
る こ とが 示 唆さ れ る ． 但 し ， E－P H Aの 調整時 に C－2，
－6 外側糖鎖 を含む オ リ ゴ 糖構造 に 親和性 を有 す る イ
ソ レ ク チ ン で あ る し P H A が混 入 す れ ば師 ， しP H A は
C－2， －6 外側糖鎖 を有 す る オ リ ゴ 糖 に 親 和性 を有す る
の で EJP H Aに 混入 した L－ P H Aに よ り こ の よう な 複
合糖鎖 の反応 を見て い る可能性 も十分あ り え る と思 わ
れ る ． い ずれ に して も y －GT P は非常 に 異質な糖鎖 を
も つ た め ， そ の複雑な構造を レ ク チ ン の み で 分析す る
崎
ニ と は容易 で は な い と 思 わ れ る ． そ れ に は ， HC
y ．G T P の特異な糖鎖構造を認識 し得 る モ ノ ク ロ
ー ル
抗体 を開発 す る必 要が あるが ， 糖蛋白 の 糖鎖部分を認
識 しう る 単ク ロ ー ン 抗体 を得 る こ と も非常 に 困難で あ
り ， 著者ら も 数回 試み て い る が成功 して い な い ■ 以上
の よう に ， HC Cy ．G T P は正常肝 に 比 して ペ プ チド構
造 に は差異 は な く ， 種 々の 糖鎖構造 に お い て相違の あ
る こ と が示 唆 さ れ る ． 著者 の検討 で い ずれ の H C C症
例 に も 共通 して み ら れ る所見 と し て ， ポ リ アク リ ルア
ミ ド グラ デ ィ エ ン ト ゲ ル 電 気泳動 に よ る泳動度 は遅
く ， 等電点 は明 ら か に 高 い が ， ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ処理
後 は こ れ れ の差異 は い ずれ も 殆 ど 消失 す る ， E．P E A
に 対 し て は明 ら か に 親和性が増力ロし て い る ， な どが認
め られ る ． ニ れ ら の こ と か ら ヒ ト H C Cy
－ G T Pの 変化
と して は ， 主 に シ ァ ル 酸 の 含有量の 減少 と バ イ セ ク
テ ィ ン グ GIcN Ac 残 基あ る い は C－2， －6 外側糖鎖を含
む オ リ ゴ 糖 の 増加 が指摘で き る と考 え られ る ．
結 論
癌化 に と も な う ヒ ト H C CY －G T Pの 変化 を明ら か
に す る目的で ， 6例の H C C組織よ り y －G T P を精製
し ， 同様 な方法で精製 し た正 常肝 ， 肝硬変肝， 正常膵
お よ び正 常腎の y － GT P と比 較しなが ら ， その 生化学的
ぉ よ び 免疫学的性状の検討を行い ， 以 下 の 結論を得た ．
1 ． SDS 電 気泳動 に て H C Cy －G T P は分 子 量
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，
000 と63，000の 2つ の サ ブ ユ ニ ッ ト に 分か れた が，
他 の正 常組織 の y －G T P との 間に は 分子 量， 組成の い
ずれ に お い て も差異 は み ら れ な か っ た ．
2 ． ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド グ ラ デ ィ エ ン トゲ ル 電気泳
動で は H C Cy － GT P は症例に よ り 多少異 な る も のの
6 例 す べ て が 正 常肝 や 肝硬変肝 あ る い は 正 常膵
y － G T P よ り も明 ら か に 泳動 度 が 遅延 し て い た ． ま
た
，
正 常腎 y －G T P はH C Cy －G T P と同様 に 正常肝や
肝硬変肝あ る い は 正 常膵の y－ G T P よ りも明らか に 泳
動度が遅延 して い た ■ ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ 処理 後の 泳動
で は H C Cy －GT Pや 正 常腎 y －G T Pの 泳動度 は ばとん
ど変化 し な か っ た の に 対 し ， 正 常肝 や 肝硬変肝の y
－ G T Pの 泳動度 は著 しく 遅く な り H C Cy ．G TP との差
は 非常 に 小さ く な っ た ．
3 ． 正常 肝 ， 肝硬変肝 ， H C Cの 非癌部お よ び正常膵
の y －G T Pの 等電点 は そ れ ぞ れ ， 4 ．0
へ 4 ．3で あ っ た
が ， H C Cy r G TP 6例の 等電点は症例 に よ り 異なる も
の の5 ． 卜 6．0 を 示 し， い ずれ も正 常肝 ， 肝硬変肝， 非
癌部肝ある い は 正 常膵 y －G T Pの 等電点よ り も明ら
か
に 高値 を示 した ． ま た ， 正 常腎 y－ G T P も5．7
へ 5．8の
高 い 等電点 を 示 し た ． ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー ゼ 処 理後の
ヒ ト肝細胞癌 y－GTP の 性状
肛 C お よ び正 常腎の y －G T Pの 等電点 は い ず れ も6．0
の近傍に あ り大 き な変動 は み られ な か っ た の に 対し ，
正常肝， 肝硬変肝 ， 非癌部肝 あ る い は 正 常膵の 等電点
は6．0の 近傍 に 移動 し ， H C Cy
－G T Pの 等電点 と の 差
は殆どみ られ な く な っ た ■
4 ． 各種 レ ク チ ン に 対す る親和性 に つ い て み る と ，
正常肝 ． 肝硬変肝 お よ び H C Cの 非 癌部 y ．G T P は
Con A に 対 し90％前後 の 高い 親和性 を示 し た が ，
HC C 6例中4 例 は50％以 下の ， ま た ， 正常腎 も10％台
の低い 結合率 で あ っ た ． L C Aに 対 し正 常肝 ， 非癌 部
肝y－G T P は30へ 50％ の 結 合率 を 示 し た の に 対 し ，
HC Cy
－G T P は 6例申 3例で10％の 低 い 結合率で あ っ
たが ． 2例 で は50％前後の結合率で あ り ，
一 定 の 傾向
は見られ な か っ た ． 正 常膵 y －G T Pの 結合率 は17句
20％と 正 常肝 の そ れ に 比 し て や や 低 く ， 正 常 腎 y
．GTP は L C Aに 対 し て全く 親和性 を 示 さ な か っ た ．
E．P H Aに 対 して は 正 常肝 ， 肝硬変肝 ， 非 癌部肝 お
よび正常膵 の y－ G T Pは い ずれ も殆 ど親和性 を示 さ な
かっ たが ， H C Cy
－ G T P は 6例中全て が 高い 親和性 を
示した ． ま た ， 正 常腎 y． G T P もH C Cy － G T P と同様
に高い 親和性を示 し た ．
5 ． 抗 ヒ ト腎 y － G T P抗体を 用 い た 検討 で は HC C
y －G T P は， 正 常肝な どの 他の組織 の y－ GT Pと は 免
疫学的に 区別 し得 な か っ た ．
以上 の こ と よ り ， H C Cy － G T P は 正常肝 y－ G T P と
ペ プチド構造に 差異は な く ， 主 に シ ァ ル 酸の 含有量の
減少とバ イ セ ク テ ィ ン グ GIcN Ac 残 基あ る い は C－2，
一6 外側糖鎖 を含む オ リ ゴ 糖 の 増加 な ど の 糖 鎖構造 に
お い て 相違の あ る も の と 推定 され る ．
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Abstra ct
Wee xa min edthe alteration ofhu n anliv err
－
glutamyltran spe ptidaseくY －GT PJwhich ap pearS tO
OCCurduring theprく光eSS Of m align an t tr an Sfb rm adon－ y
－GT PwaspuriBed 丘o m six HepattxIe11ular
C arCin o m aくHCCldssu es， a nddleirproperties w ere c o mpar ed with the enzym espuri Bed fro m a n or－
m ai1iv er， Cirrhoticliver and other tiss u es． Sodiu m s ulfat叩 Olyacryl amide gel electrophoresi
Show ed thepurifiede nzym e c on sisted ofheavy andlightsub－ u nits and there w ere n o slgnific an tdif－
fere n c e sin m olec ular weightor s ub －u nit c o mposition a m ong the enzymesfro m a11s o urc es．
Ho w e v e r， O nPOlyacrylamidegradientgelelectrophoresi， al1six HC Cy － GT Psshowedslow er elec一
加phoretic m obilidesthanthe en zymeS丘om n on－ C a n C er O u Slivertissu e． A fter netu aminidase treat－
m e n t， he m obility ofHC Cy －GT Ps w as virtural1y un Changed， wi1ile that ofthe n o n－C a n C e r Ou Sliv er
tissue e n zymeS Wa S m arkedly redu ced－ nLis di触re ncein electr ophoretic m obility w as re ndered
inconsplC u O uS after n e ur a mi mi dase tre atm entof y － GT Ps． Is o elec扇cpolntS Of HC Cr －GT Ps w ere
V ariable， butin alc asesw er ehigherthan thos e of the n o n－Can C erO u Slive rdssue en zymeS．
r
m e dif－
ftre nceiniso clec由c polntSbetwe e nH C Cy － GT Pand non －CanC erO u Sliv er dssue r－G T Ps beca m e
inslgni丘c an tafter n e ur amimidase treatm ent of y － GT Ps． T he c arbohydrate m oieties of y － GT Pw ere
ex amined usinglectin af fimity chro m atography－ T be af h ity toLen s culinaris agglutininくLCAl，
HC Cy － GT Ps w as very v ariable． On the otherhand，fbur ofdle Six HC Cy －GT Pshad alo w erbind－
ing affin tyfbr the c on c an aVal inAくCo nAIc olurnn c o mpared wi thr －GT Pspuri鮎dfro m nonぺニan－
C e rO u Slivertissu es． y － GT Ps fro m n o n－C a n C e r O u Sliver tissu e showed a ve ry low affinity for
Phase olus vu1garis ery血 oagglu血inくE－ P H Al， butal1six HC Cy － GT Pshada m u chstr onger a航nity
to E－ PH A． T hese resultsindic ate that the tran Sfbrm ation al changes of HC Cr－GT Pare mainly
induced in the sugar chains ofe nzyme m Ole cules， SuCh aslo w er sialic acidco ntents， and higher c on－
te n ts ofbisecting N－a C etylglu co s amineくGIcN AcJresidu e or oligo sacchari des co ntmi ingC－2， －6
br an Ched outer chains．
